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論文内審要旨
序章
 維管束組織は,高等植物を特徴づける組織であるとともに,それにより陸上での繁栄を可能にした重要
 な組織である。そのため,これまでに維管束分化過程の解析が精力的に進められ,様々な実験系が開発さ
 れてきた。その中でも,単細胞から単細胞への分化転換系であるヒャクニチソウ単離葉肉細胞から管状要
 素(道管・仮道管細胞)への分化転換系を用いて,道管分化に関する数多くの知見が明らかになってきて
 いる。最近では,この系を用いて,道管分化に関連した様々な遺伝子が単離され,その発現様式や発現調
 節機構が詳細に解析されている。しかしながら,単離された遺伝子の語。εθoでの機能はほとんど分かっ
 ていない。このような単離遺伝子のε1惚εθoでの機能解析の一つの手段が,遺伝子導入による解析である。
 しかし,解析しようとする遺伝子の産物が,道管形成に必須であるならば,その遺伝子発現を抑制してし
 まうと,形質転換体が生育できなくなることも予想できる。したがって,管状要素分化に関連した遺伝子
 を解析するには,形質転換植物体を誘導するよりも,むしろ,道管の機能が低下しても生育できるような
 器官だけを誘導する方が良いと思われる。しかしながら,フェニルアラニンアンモニアリァーゼ(PAL)
 遺伝子の機能解析のために,ヒャクニチソウ形質転換毛状根への遺伝子導入が行われたが,まだ十分に解
 析されてきてはいない。この毛状根の系は遺伝子導入系として有用であると考えられるが,再現性よく遺
 伝子機能を解析するためには,さらに詳細な遺伝子導入条件の検討と,実際に遺伝子を導入した後の詳細
 な機能解析の検討が必要である。そこで,私はこの毛状根を用いた遺伝子導入系を再検討するとともに,
 この実験系を用いたペルオキシダーゼ機能の解析を試みた。
 第1章、4groδαc惚r翻醜によるヒャクニチソウの葉からの形質転換毛状根誘導系の確立
 第1章で,私は形質転換毛状根を用いた遺伝子導入を再検討し,この方法の改良を試みた。
 まず,、4groわαc乙εrεα肌と葉切片の共培養に用いる培地(1次培地)と毛状根の誘導に用いる培地(2
 次培地)へのNAA添加の効果を,毛状根が誘導された葉切片の割合,葉切片あたりの毛状根数,誘導さ
 れた毛状根の長さ,遺伝子導入により抗生物質(カナマイシン)耐性になった毛状根の割合,導入した遺
 伝子(GUS)を発現する毛状根の割合の5つの点について調べた。誘導された毛状根を用いて導入した
 遺伝子を解析する上で,導入した遺伝子の発現が強く,成長が良い(短期間で長くなる)毛状根を選抜す
 ることが望ましいと思われる。この観点から考えると,葉切片あたりの毛状根の数,1cm以上の長い毛
 状根の割合,カナマイシン耐性を示しGUSを強く発現する毛状根の割合のいずれも高かったのが1次培
 地と2次培地のいずれにもNAAを添加しない処理区であり,これが最も良い条件であると考えられた。
 しかしながら,実験に用いる葉切片の状態によって,NAAの要求性が異なることもありうるため,新た
 に特定の遺伝子を導入するときには,いくつかのNAA添加条件を試してみるのも有効だと思われる。
 次に,毛状根の誘導条件における光条件を調べたところ,暗条件での毛状根の形成率が最も高いという
 結果を得た。更に,この毛状根誘導系が多様な遺伝子の導入に耐えうるかどうかを調べるために,2種バ
 イナリーベクター,pLAN421とpMAT137を用い,さらに異なる数種の導入遺伝子を用い,さらに異な
 る数種の導入遺伝子を用い,毛状根形成の様相と導入効率を検討した。その結果,いずれのベクターを用
 いても,形質転換毛状根を高頻度で誘導でき,効率よく遺伝子導入ができることが分かった。したがって,
 この実験系を用いて,様々な遺伝子を導入し,その機能解析や発現解析が可能であることが明らかになっ
 た。
 第1章では,ヒャクニチソウ葉切片からの毛状根誘導条件を再検討したが,新たな植物種で実験を行う
 場合でも,あるいは,新たな遺伝子を導入する場合でも,ここで得られた誘導条件や毛状根の成長量・形
 態の解析結果は重要な基礎データとなるものと考えられる。
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 第2章ヒャクニチソウ毛状根へのアンチセンスDNAの導入によるペルオキシダーゼ遺伝子(ZPO-C)
 の機能解析
 植物のペルオキシダーゼはリグニン化,コルク化,様々な物質間の架橋など多様な局面に働く酵素であ
 る。そして,これらの機能を数多くのアイソザイムが分業していると考えられている。しかしながら,ぬ
 伽。での真の機能が特定されたアイソザイムは存在しないのが現状である。ヒャクニチソウ葉肉細胞か
 ら管状要素への分化過程では,二次細胞壁のリグニン化に関連すると考えられるアイソザイム(P5)が
 同定され,更に,このP5をコードすると考えられるcDNAクローン(ZPO-C)が単離されているが,
 このZPO-C遺伝子がリグニン合成に関与するかどうかは明らかにされていない。そこで,本研究では,
 ZPO-CのアンチセンスcDNA導入によるZPO-C遺伝子の機能抑制を行い,ZPO-C遺伝子の機能解
 析を試みた。まず,ZPO-CcDNAをもとに調製した抗ZPO-Cタンパク質抗体を用いたwestemblot
 解析とペルオキシダーゼの活性染色を行い,アンチセンス遺伝子導入は内生のZPO-Cタン・fク質の発
 現を抑制することができることを示した。
 次に,アンチセンス遺伝子導入によるリグニン合成への影響を様々な角度から解析した。まず,組織中
 のリグニン染色法としてよく知られているweisl/er反応とmaule反応を試みた。weisner反応はリグニ
 ンを赤紫色に染色し,maule反応は針葉樹型のリグニンを黄褐色に,広葉樹型のリグニンを赤紫色に染
 色する。切片染色でアンチセンスクローンの木部は,コントロールクローンと同様に,weisner反応では
 赤紫色,maule反応では針葉樹型の黄褐色に染色された。また,この染色の強度を分光顕微鏡を用いて
 定量的に測定すると,アンチセンスクローンの中にはコントロールクローンよりも強く染色されているも
 のも含まれていることがわかった。これらの結果から,組織切片上のリグニンはアンチセンス遺伝子導入
 によって減少しないことを示した。次に,毛状根全体に含まれるリグニンをacetylbromide抽出法,
 thioglycolicacid抽出法,klaso11検出法の三つの方法で測定した。しかし,これらいずれの方法を用い
 ても,アンチセンスクローンにおけるリグニン量の減少は見られず,むしろアンチセンスクローンの中に
 はリグニン量がコントロールより多いものも見られた。このように,本研究で行ったいずれの実験でも,
 アンチセンスクローンにおけるリグニン量の減少を示す結果は得られなかった。一方,薄層クロマトグラ
 フィーの結果から,アンチセンスクローンにはコントロールに見られない二つの新たなスポットが出現す
 ることが示され,そのうちの1つがモノリグノールであるシナピルアルコールのスポットと一致すること
 が分かった。このことから,ZPO-Cタンパク質がシナヒ。ルアルコールからシリギルリグニンヘの重合
 に関与していることが示唆された。木部細胞壁のリグニン化過程で,グアイアシルリグニンが全過程を通
 して沈着し,シリンギルリグニンの沈着は最終段階で起こることが示されている。これらのことから,
 ZPO-Cタンパク質は,リグニン化の最終段階で起こるシリンギルリグニンの重合・沈着に関与してお
 り,それ故,アンチセンスクローンの毛状根におけるリグニン量の変動に大きな影響を及ぼさなかったと
 考えられる。
 アンチセンスクローンの中には,グアイアシルリグニンの沈着が抑えられているが,acetylbromide
 抽出法等で測定されるリグニン量がむしろコントロールより多いクローンが含まれていることがわかった。
 このことは,アンチセンスクローンではリグニンの細胞壁への結合がコントロールと比べて弱くなってい
 ることを示唆しており,したがって,ZPO-Cタンパク質が先に述べたシリンギルリグニンの重合の他
 に,リグニン重合体の細胞壁への重合に関連した機能を持つことが予想される。ある種のフェノール化合
 物は植物に対する傷害やエリシター処理によって誘導され,リグニン,炭水化物,タンパク質の共有結合
 に利用されることが示唆されている。すなわち,細胞壁へのリグニン沈着には,ある種のフェノール化合
 物が深く関与しているものと考えられる。本研究では,アンチセンスクローンにおいて,ある種のフェノー
 ル化合物の分布と含量が変化することを示した。この結果は,ZPO-Cタンパク質が,ある種のフェノー
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 ル化合物の生合成あるいはフェノール化合物によるリグニン同士の結合やリグニン・の細胞壁への沈着に関
 与することを示唆している。すなわち,ZPO-Cタンパク質は本来フェノール化合物を介したりグニン
 の細胞壁への結合に働くが,アンチセンスクローンでは,結合に用いられなかったフェノール化合物が内
 皮や皮層に送られ,それからの細胞の壁に結合したのではないかと考えられた。
まとめ
 本研究では,第1章でヒャクニチソウ毛状根への遺伝子導入系の条件を検討し,遺伝子導入に適した条
 件を決定するとともに,この実験系を用いて,様々な遺伝子の導入が可能であることを示した。第2章で
 は,この形質転換根実験系を用いて,ヒャクニチソウ管状要素分化のリグニン合成に関与すると考えられ
 ていたペルオキシダーゼ遺伝子(ZPO-C)の機能解析を行った。その結果,ZPO-C産物はリグニン合
 成全搬に関する酵素ではなく,シナピルアルコールからシリンギルリグニンの重合過程あるいは細胞壁中
 のフェノール化合物と細胞壁の重合に関与する酵素である可能性が示唆された。本研究で用いた解析法
 (遺伝子導入法,形質転換毛状根誘導法,活性染色法,リグニン検出法)は,今後,他のペルオキシダー
 ゼアイソザイムをはじめヒャクニチソウから単離された多くのリグニン合成酵素遺伝子の多様な機能を明
 らかにするために応用していけるものと考えられた。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,管状要素分化に関連する遺伝子機能解析のためにヒャクニチソウ形質転換毛状根を用いた再
 現性の良いしかも効率の良い実験法を確立すること,そして,この毛状根系を用いて,木部分化特異的な
 発現をしながらそのぬ。乞ooでの役割が不明なペルオキシダーゼ遺伝子(ZPO-C)の機能を明らかにす
 ることを目的にしたものである。
 著者は,まず,Riプラスミドをもつ・4grobαoむε吻ηzを用いたヒャクニチソウ毛状根への遺伝子導入
 系の条件検討を行い,オーキシンであるNAAの添加条件と光条件の最適条件を見出した。更に,多様な
 遺伝子,多様なバイナリーベクターを用いても,形質転換毛状根を高頻度で誘導できることを示し,この
 実験系が多様な遺伝子の機能解析に有用であることを明らかにした。次に,この毛状根遺伝子導入系を
 用いて,ZPO-C遺伝子の機能解析を行った。まず,ZPO-CのアンチセンスDNAを導入したヒャクニ
 チソウ毛状根を作出し,アンチセンスDNAが導入された毛状根でZPO-Cタンパク質の発現が抑制さ
 れることを,wesLemblot解析とペルオキシダーゼの活性染色によって明らかにした。更に,2種のリ
 グニン染色法と顕微測光法を組み合わせ,リグニンの量と質を細胞レベルで解析した結果,アンチセンス
 DNAを導入した毛状根ではリグニンの量そのものは減少していないものの,リグニンの質が異なる可能
 性を示した。また,3種の化学的なリグニン測定を行い,アンチセンス毛状根ではリグニンが溶出しやす
 くなっていることを示した。そして,薄層クロマトグラフィー解析により,アンチセンスDNA導入クロー
 ンではシナピルアルコールが細胞内に蓄積することを示唆した。これらの結果と,紫外線顕微鏡を用いた
 組織内フェノール化合物分布測定の結果を合わせ,ZPO-Cタンパク質は,シナピルアルコールからシ
 リンギルリグニンヘの重合とフェノール化合物を介したりグニン間あるいはリグニンと細胞壁の結合に関
 連した機能を持つという新しい仮説を提出した。
 ここに得られた結果の多くは新知見であり,いずれもこの分野の研究の進展に重要な示唆を与えるもの
 であり,かつ本人が自立して研究活動を行うのに十分な高度の研究能力と学識を有することを示すもので
 ある。よって,崔賢美提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
 一346一
